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FORMES ACIDES DES PEROXYREDOXINES ET LEUR UTILISATION COMME MOYEN DE DIAGNOSTIC. 

(§) Formes acides purifies des peroxyredoxines et les 
fragments de celles-ci, caract6ris6s en ce qu'lls compren- 
nent, dans une region proche de leurs site actif, la sequence 
SEQIDN'2suivante: 

Pro X1 Asp Phe Thr X2 Val X4 X3 Thr Glu 

dans laquelle X1 represente n'importe quel acide amine 
naturel, X2 represente un acide amine choisi dans le groupe 
constitue par la phenylalanine et la proline, X3 represente 
un acide amine choisi dans le groupe constitue par la proli- 
ne et la threonine et X4 represente un acide cysteine sulfi- 
nique ou un acide cysteique (acide cysteine sulfonique). 
Utilisation comme moyen de diagnostic et en therapeutique. 
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La presente invention a pour objet les formes acides des 
peroxyredoxines et leur utilisation comme moyen de diagnostic. 

Le phenomene de mort cellulaire programmee (apoptose), joue un 
role important dans la vie des organismes multicellulaires. 
5 Ce ph6nom&ne de mort cellulaire intervient au cours du 

developpement embryonnaire normal, par exemple pour eliminer les neurones 
surnumeraires, ou dans V elimination des cellules immunitaires autoreactives. 

En revanche, une mort cellulaire anormale, non programmee, existe 
dans de nombreuses pathologies, notamment dans les pathologies neurodegeneratives, 
10 inflammatoires et cardiaques. Cette mort cellulaire peut etre acceleree, par exemple en 
cas d'ischemie ou d'atherosclerose, ou au contrairc, les cellules peuvent echapper k 
cette mort cellulaire, par exemple dans le cas de maladies auto immunes ; cette 
absence de mort cellulaire explique egalement le caractere malin de certaines 
pathologies comme les cancers. 
15 Ainsi ce phenomene oxydant est implique dans la mort cellulaire 

induite par des composes chimiques ou biologiques (Degli Espoti M. et al. (1998), 
FEBS Lett 430, 338-342 ; Quillet-Mary A. et al (1997), J. Biol Chem., 272, 21388- 
21395), dans le syndrome d'ischemie-reperfusion (Parkins C. S. et al (1998), Free 
Radic. Res., 28, 271-281) ou dans la generation des plaques d'athSrome en cas 
20 d'atherosclerose (Aviram M et al (1998), Mol Cell Biochem* 188, 149-159). 

Une des etapes importantes de la mort cellulaire ou apoptose est le 
phenomene de stress oxydant qui peut etre d6fmi comme Taction des especes reactives 
oxygenees (superoxydes, peroxydes, hydroperoxydes et radicaux hydroxyles) ou des 
especes r6actives nitro-oxygenees (oxydes d'azote et peroxynitrites) sur les moldcules 
25 biologiques telles que les lipides, les proteines et les acides nucleiques. 

Outre rapparition des especes rdactives mentionnees pr6cedemment, 
le phenomene de stress oxydant depend d'un autre facteur, a savoir la destruction de 
ces especes chimiques reactives par des systemes de protection cellulaire. Ces 
systemes font intervenir soit des molecules reductrices comme la vitamine A et la 
30 vitamine E, soit des systemes enzymatiques comme les superoxydes dismutases, les 
catalases et les peroxydases. 

Parmi les peroxydases, se trouvent les peroxydases dependantes du 
glutathion et les peroxydases dependantes de la thioredoxine. 

Les peroxydases dependantes de la thioredoxine (TPx), egalement 
35 appel6es peroxyredoxines, ont 6te initialement decouvertes dans les levures (Kim K, et 
al (1988), J. Biol Chem., 263, 4704-471 1) puis chez le rat (Kim I. et al (1989), Proc. 
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Natl Acad. ScL USA> 86, 6018-6122) et se sont revelees hautement conservees a 
travers les espdces, y compris chez rhomme. Ce sont des antioxydants qui protegent 
les molecules biologiques contre Foxydation et qui fonctionnent comme peroxydases, 
uniquement lorsqu'elles sont couplees a la thioredoxine ou a un intermediate 
5 contenant un thiol (Pahl, P. et al (1995), Genomics, 26, 602-606). 

Les peroxyredoxines sont caracterisees par la presence, dans la 
region bordant leur site actif, de la sequence SEQ ID N° 1 suivante : 

Pro XI Asp Phe Thr X2 Val Cys X3 Thr Glu 
dans laquelle XI represente n'importe quel acide amin6 naturel, X2 represente la 
10 phenylalanine ou la proline et X3 reprdsente une proline ou une threonine. 

Leur role dans la cellule est a Fheure actuelle tres mal connu mais 
plusieurs hypotheses ont ete emises. Ainsi la demande internationale WO 98/43666 
qui decrit une nouvelle proteine appartenant a la famille des peroxyredoxines, appelee 
AOP2, suggere que cette proteine pourrait jouer un role dans la protection contre 
15 Tatherosclerose. 

Recemment certains auteurs ont montre (Zhang P. et al. (1997), /. 
Biol Chem., 272, 30615-30618) que la thioredoxine peroxydase de mammifere (TPx 
II) est un puissant inhibiteur de 1'apoptose due a 1'apparition d'especes oxygdndes 
reactives dans des cellules leuc6miques Molt-4 traitees par des agents chimiques 

20 comme les ceramides ou Tetoposide. 

D'autres auteurs (Kang S.W. et al (1998), J. Biol Chem., 273, 
6297-6302) ont montre que les diffdrentes isoformes cytosoliques des 
peroxyredoxines de mammiferes (Prx I, Prx II) diminuent la quantite de peroxyde 
d'hydrogene induit par les facteurs de croissance ou le facteur de necrose tumoraie a 

25 (TNF-a), suggerant que ces enzymes joueraient un role non seulement dans 
Telimination du peroxyde d'hydrogene, mais participeraient 6galement au signal des 
facteurs de croissance et du TNF-a. 

Or les Inventeurs ont montrd de maniere surprenante que lorsqu'un 
stress oxydant est induit, in vitro> par un agent chimique dans des cellules en culture, il 

30 apparait des formes acides des peroxyredoxines, qui sont caracteristiques de la 
presence de ce stress. 

Ces formes acides, caracterisees par un point isoelectrique plus acide 
que celui des formes normales des peroxyredoxines correspondantes, r6sultent d'une 
modification directe des peroxyredoxines et non pas d'une alteration du g&ne codant 

35 pour lesdites peroxyr6doxines. 
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De plus les Inventeurs ont montre que, dans le cas d'un stress 
intense mais de courte duree, la quantite totale de peroxyredoxines ne varie pas alors 
que le rapport entre la forme acide et la forme native est augmente par ledit stress. 

Aussi les Inventeurs se sont donnes pour but de pourvoir aux formes 
acides purifiees des peroxyredoxines, a l'utilisation de ces formes acides ou du rapport 
entre les formes natives et les formes acides des peroxyredoxines comme moyen de 
diagnostic. 

Ce moyen de diagnostic est simple a mettre en oeuvre, rapide, et 
permet de mettre en evidence de maniere fiable, la presence d'un desordre 
metabolique lie a un stress oxydant, meme si ce stress est de courte duree. 

La presente invention a en consequence pour objet les formes acides 
purifiees des peroxyredoxines et des fragments de celles-ci, caracterises en ce qu'ils 
comprennent, dans une region proche de leur site actif, la sequence SEQ ED N° 2 
suivante : 

Pro XI Asp Phe Thr X2 Val X4 X3 Thr Glu 

dans laquelle 

XI represente n'importe quel acide amine naturel, 

X2 repr6sente un acide amine choisi dans le groupe constitue par la phenylalanine et la 
proline, 

X3 represente un acide amine choisi dans le groupe constitue par la proline et la 
threonine et 

X4 represente un acide cysteine sulfmique ou un acide cysteique (acide cysteine 
sulfonique), 

ainsi que leurs Equivalents fonctionnels, 

Au sens de la presente invention, on entend par formes acides 
purifiees des peroxyredoxines et des fragments de celles-ci, aussi bien les formes 
naturelles, que les fragments synthetiques obtenus par les techniques classiques de 
synthese peptidique, et notamment par la technique de synthese en phase solide decrite 
par Merrifield R. B. (1963), J. Am. Chem. Soc, 85, 2149-2154 ou par des techniques 
d'ADN recombinant (Corti, A., et al (1997) Eur. J. Biochem. 248, 692-699) ou par 
combinaison de ces deux types de techniques. * 

Au sens de la presente invention, on entend par Equivalents 
fonctionnels, des sequences d'aminoacides comprenant des deletions, ou des additions 
des modifications ou des substitutions conservatives ou une combinaison de celles-ci' 
au niveau de un ou plusieurs aminoacides, de maniere a ce que la structure tertiaire et 
1 activite antioxydante ne soient pas alt6rees. 
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Les modifications comprennent notamment celles resultant des 
processus posttraductionnels ou des modifications chimiques realisees par des 
techniques classiques connues de Thomme du metier (acylation, fixation de lipides, de 
nucleotides, cyclisation ...). 
5 Les modifications comprennent egalement celles resultant d'un 

couplage des peptides, par des liaisons covalentes, ioniques ou faibles a une molecule 
susceptible d'augmenter leur affinite pour un type de cellule particulier, notamment des 
couplages avec des peptides vecteurs. 

Les substitutions conservatives bien connues de l'homme du metier, 

10 comprennent notamment la substitution d'un aminoacide par un autre aminoacide 
ayant meme charge (aminoacides acides : Asp et Glu ; aminoacides basiques : Lys, 
Arg et ornithine ; aminoacides polaires neutres : Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, Gin, His 
et Trp), meme taille, meme caractere hydrophile (aminoacides hydrophobes : Ala, Val, 
Leu He, Pro, Phe et Met), meme aromaticite (Phe et Tyr) et/ou meme capacite a former 

15 des helices. 

II est bien entendu que les equivalents fonctionnels comprennent 
Egalement comme aminoacides, ceux qui sont des ehantiomeres et des 
diaster6oisom&res des aminoacides naturels de conformation D, les aminoacides rares, 
notamment l'hydroxyproline, la methyllysine et la dimethyllysine et les aminoacides 

20 synthetiques, notamment 1' ornithine, la norleucine, la cyclohexylalanine et les om6ga- 
aminoacides. Les Equivalents fonctionnels recouvrent egalement les retropeptides. 

Dans un mode de realisation particulier de realisation de P invention, 
ces peroxyredoxines sont choisies dans le groupe constitue par les peroxyredoxines de 
mammi feres humains ou non. 

25 Dans un autre mode de realisation particulier de l'invention, les 

formes acides sont celles de TDX 1 d'origine humaine (SEQ ID N° 3), TDX M 
d'origine humaine (SEQ ID N° 4), TDX N d'origine humaine (SEQ ID N° 5), AOP 2 
d'origine humaine (SEQ ID N° 6) et TDX 2 d'origine humaine (SEQ ID N° 7), ainsi 
que leur fragments comprenant la SEQ ID N° 2. 

30 La presente invention a egalement pour objet des anticorps 

immunosp6cifiques diriges contre les formes acides des peroxyredoxines. 

Dans un mode particulier de realisation desdits anticorps, ils sont 
choisis dans le groupe constitue par des anticorps polyclonaux et des anticorps 
monoclonaux. 

35 Dans un autre mode particulier de realisation desdits anticorps, ils 

sont dirigds contre les formes acides des peroxyr6doxines choisies dans le groupe 
constitue par les sequences SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 et 
SEQ ID N° 6 et SEQ ID N° 7. 
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Les anticorps polyclonaux peuvent etre obtenus par immunisation 
d'un animal approprie (notamment un mammifere ou un gallinace) avec la forme acide 
d'une peroxyredoxine selon P invention, eventuellement couplee a une proteine 
convenablement choisie telle que la serum albumine bovine (SAB) ou la KLH (Kyu 
5 limpet hemocyanin), notamment selon les techniques decrites par Goumon Y. et. al 
(1998), J. Biol Chem., 273, 29847-29856 et par El-Majdoubi M, (1996), J. Neuro. 
Cytol, 25, 405-416. 

Les anticorps monoclonaux peuvent etre obtenus de maniere connue 
en soi, notamment par fusion des cellules spleniques de souris immunisees avec un 
10 antigene consistant en la forme acide d'une peroxyredoxine telle que definie ci-dessus, 
eventuellement couplee a une proteine convenable telle que SAB ou KLH avec des 
cellules myelomateuses appropriees. 

La presente invention a 6galement pour objet un r6actif pour la 
detection et/ou le dosage des formes acides des peroxyredoxines selon 1 'invention, 
15 caracterise en ce qu'il comprend au .moins un anticorps specifique des formes acides 
des peroxyredoxines. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de 
detection des formes acides des peroxyredoxines selon Tinvention, dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce qu'il comprend une etape dans laquelle on met en contact 
20 r echantillon biologique avec un reactif conforme a Tinvention et une etape dans 
laquelle on d&ecte une interaction specifique entre ledit reactif et les formes acides des 
peroxyredoxines telles que definies ci-dessus et presentes dans Techantillon. 

La presente invention a 6galement pour objet un procede pour 
detecter et/ou doser les formes acides des peroxyredoxines selon Tinvention, dans un 
25 echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comprend une etape dans laquelle on 
separe les formes acides et les formes natives des peroxyredoxines, suivant lew point 
isoelectrique, puis suivant leur poids moleculaire et une etape dans laquelle on detecte 
et/ou on dose lesdi tes formes acides. 

Au sens de la presente invention un echantillon biologique est choisi 
30 dans le groupe comprenant notamment le cceur, les arteres, la peau, les muscles, le 
cerveau, les poumons, la rate, le sang, les cellules sanguines, la mcelle, le colon, 
l'intestin l'oesophage, Testomac, et l'urine. 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre de ce procede, il 
comprend en plus le dosage des formes natives des peroxyredoxines et la 
35 determination du rapport entre la forme acide et entre la forme native de chaque 
peroxyredoxine. 
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Dans un autre mode particulier de mise en oeuvre de ce precede, la 
detection et/ou le dosage des formes acides et des formes natives des peroxyredoxines 
peuvent etre realis6s par toute technique connue de Phomme du metier, notamment 
par la technique colorimetrique decrite par T. Rabilloud et al {Electrophoresis. (1998), 
5 19, 1006-1014). 

Dans un autre mode de mise en oeuvre particulier de ce precede, la 
separation des formes acides et des formes natives des peroxyredoxines, suivant leur 
point isoelectrique peut etre r6alisee par tout moyen connu de 1'homme du metier, 
notamment par les techniques de focalisation iso61ectrique telle que celle d6crite par T. 
10 Rabilloud et al. (Electrophoresis.(1991), 18, 307-3 16), 

Dans un autre mode particulier de mise en oeuvre de ce precede, la 
detection et/ou le dosage des formes acides et natives des peroxyredoxines, apres 
separation, peuvent etre realises avec un anticorps capable de se lier k la fois aux 
formes natives et aux formes acides des peroxyredoxines, notamment .avec un 
15 anticorps tel que ceux decrits dans la demande internationale WO 98/43666. 

Dans un autre mode particulier de mise en oeuvre de ce procede, la 
detection* et/ou le dosage des formes acides et natives des peroxyredoxines sont 
realises avec des anticorps specifiques de chaque forme. 

Pour la mise en oeuvre des differents precedes de detection et/ou de 
20 dosage selon l'invention, les anticorps peuvent etre fixes stir un support solide et les 
peroxyredoxines detectees et/ou dosees par competition ou par une methode 
sandwich.. Dans ce cas, pour detecter la liaison antigene/anticorps, on utilise des 
marqueurs appropries ou d'autres anticorps eux-memes conjugues a des marqueurs 
convenables, lesdits autres anticorps etant des anticorps classiquement 
25 utilises, tels que par exemple, une IgG dirigee contre le deuxieme anticorps et produite 
notamment chez la chfevre, le pore ou T&ne. 

Parmi les marqueurs utilises, on peut citer a titre d'exemple les 
marqueurs fluorescents, le systeme biotine/streptavidine, les marqueurs non 
isotopiques ou des enzymes, comme par exemple la peroxydase de raifort ou la 
30 phosphatase alcaline. 

La presente invention a egalement pour objet un precede de 
depistage d'un trouble metabolique lie au stress oxydant, caracterise en ce que Ton 
determine, in vitro, dans un echantillon biologique, le rapport entre les formes acides 
et les formes natives des peroxyredoxines. 
35 La presente invention a egalement pour objet un coffret ou trousse 

de diagnostic pour mettre en oeuvre ledit precede de depistage, caracterise en ce qu'il 
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comprend au moins un anticorps specifique des formes acides des peroxyredoxines et 
au moins un anticorps choisi dans le groupe constitue par les anticorps capables de se 
lier a la fois aux formes natives et aux formes acides des peroxyredoxines et les 
anticorps specifiques des formes natives des peroxyredoxines, des moyens de 
detection approprtes et au moins un temoin constitue par un echantillon de reference. 

La presente invention a egalement pour objet une methode pour 
selectionner in vitro, des composes aptes a stimuler la formation des formes acides des 
peroxyredoxines, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact des formes natives des peroxyredoxines avec un agent 
provoquant un stress oxydant, en presence ou en absence d'un compose susceptible de 
stimuler ladite formation, 

- le dosage des formes acides formees, 

- eventuellement le dosage des formes natives des peroxyr6doxines et la 
mesure du rapport entre les formes acides et les formes natives des peroxyredoxines. 

La presente invention a egalement pour objet une methode pour 
selectionner in vitro, des composes aptes a inhiber la formation des formes acides des 
peroxyredoxines, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact des formes natives des peroxyredoxines avec un agent 
provoquant un stress oxydant, en presence ou en absence d'un compose susceptible 
d'inhiber ladite formation, 

- le dosage des formes acides formees, 

• eventuellement le dosage des formes natives des peroxyredoxines et la 
mesure du rapport entre les formes acides et les formes natives des peroxyrddoxines. 

Pour la mise en oeuvre de ces mdthodes de selection, les 
peroxyredoxines, sous formes natives, peuvent etre en solution ou fixees sur des 
supports ou exprimees dans des cellules convenablement choisies. 

La presente invention a egalement pour objet 1'utilisation d'une 
molecule apte a stimuler la formation des formes acides des peroxyredoxines pour la 
preparation d'un medicament favorisant la mort cellulaire. 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre de cette utilisation, le 
medicament est un anticancereux ou est utilisable dans le traitement des maladies 
auto immunes. 

La presente invention a Egalement pour objet 1'utilisation d'une 
molecule apte a inhiber la formation des formes acides des peroxyredoxines pour la 
preparation d'un medicament inhibant la mort cellulaire. 
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Dans un mode particulier de mise en oeuvre de cette utilisation, le 
medicament est utile dans le traitement des troubles neurodegeneratifs. 

D'autres caracteristiques et avantages de 1' invention apparaissent 
dans la suite de la description et des exemples illustres par les figures dans lesquelles : 
5 - la figure 1 represente l'effet d'un stress oxydant induit par du 

tert-butyl-hydroperoxyde dans des fibroblastes embryonnaires humains non 
transformes (souche GM10 deposee aupres du NIGMS Coriell Cell Repositories \ 
Canden, New Jersey) - 1A correspond a la forme acide de la peroxyredoxine 1 
d'origine humaine (TDX 1) ; IB correspond a la forme native de la peroxyredoxine 1 
10 d'origine humaine (TDX 1) ; 2 A correspond a la forme acide de la peroxyr6doxine 
d'origine humaine, TDX N ; 2B correspond a la forme native de la peroxyredoxine 
d'origine humaine, TDX N ; 3A correspond a la forme acide de la peroxyredoxine 3 
d'origine humaine, (TDX M) ; 3B correspond a la forme native de la peroxyredoxine 3 
d'origine humaine (TDX M) ; 4A correspond a la forme acide de la peroxyrddoxine 
15 d'origine humaine, AOP 2 ; 4B correspond a la forme native de la peroxyredoxine, 
AOP 2 - (la) " extrait cellulaire controle " correspond a des cellules non traitees et 
(lb) M extrait cellulaire BHP " correspond a des cellules traitees par du tert-butyl- 
. hydroperoxyde selon la m&hode decrite dans l'exemple 1 , 

. „ ; - la figure 2 represente la quantite relative des formes acides et 

20 natives des peroxyredoxines exprimee en pourcentage des proteines totales, et la 
determination du rapport forme acide sur forme native pour differentes 
peroxyredoxines dans des fibroblastes embryonnaires humains non transformes 
(souche GM10) t£moins ou traites par du ter/-butyl-hydroperoxyde (stress oxydant) 
selon la m&hode ddcrite dans l'exemple 1, 
25 . - la figure 3 represente l'effet d'un stress oxydant induit par du 

rerf-butyl-hydroperoxyde dans des h&naties - 1A correspond a la forme acide de la 
peroxyredoxine 1 d'origine humaine (TDX 1) ; IB correspond a la forme native de la 
peroxyredoxine 1 d'origine humaine (TDX 1); (3a) "extrait cellulaire controle" 
correspond a des hematies non traitees et (3b) " extrait cellulaire BHP " correspond a 
30 des hematies traitees par du ter/-butyl-hydroperoxyde selon la m6thode decrite dans 
l'exemple 1, 

- la figure 4 illustre la detection par un anticorps de la forme acide de 
TDX 1 (1A) et de la forme native de TDX 1 (IB) dans des lymphocytes T humains, 
cellules Jurkat (souche deposee a V American Type Culture Collection sous le n° 
35 ATCC : TIB 152), apres separation des deux formes par eiectrophorese 
bidimensionnelle r6alisee selon la mdthode decrite dans l'exemple 1, 
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- la figure 5 represente la quantite relative des formes acides et 
natives des peroxyredoxines exprimees en pourcentage des proteines totales et la 
determination du rapport forme acide sur forme native pour differentes 
peroxyredoxines dans des cellules Jurkat traitees par de 1'antimycine A en presence 
5 ou non de phenylbutylnitrone comme antioxydant. La colonne " anti A " correspond 
aux cellules traitees par l'antimycine A seulement. La colonne " anti A + PNB " 
correspond aux cellules traitees par 1'antimycine A et la phenylbutylnitrone selon 
l'exemple 4. 

10 Exemple 1 : Effet du stress oxydant sur les peroxyredoxines. 

1. Materiel et methodes 
1.1- Separation en ^ 

Les proteines cellulaires sont extraites par un melange contenant 
8M d'uree, 2 M de thiouree, 4 % (p/v) de CHAPS (Cholamidopropyl 

15 dimethylammonio propane sulfonate), 40 mM de dithiothreitol et 20 mM de spermine 
sous forme de base. Apres centrifugation a 200 000 g pendant 30 minutes pour 
eliminer les acides nucleiques, Pextrait est depose sur une bandelette de gel de 
polyacrylamide (200x3x0,5 mM) incluant un gradient de pH immobilise (de pH 4 a 
pH 8) et contenant 8 M d'uree, 2 M de thiouree, 4 % (p/v) de CHAPS, 10 mM de 

20 dithiothreitol et 0,4 % (p/v) d'ampholytes porteurs couvrant l'intervalle de pH 3-10. 

Les proteines sont separees sous 1' effet d'un champ electrique 
(70 000 V.h) et migrent jusqu'a leur point isoelectrique. Apres cette separation, la 
bandelette de polyacrylamide est impregnee pendant 30 minutes par un tampon Tris 
125 mM, HC1 100 mM contenant 6 M d'uree et 2 % (p/v) de dodecyl sulfate de 

25 sodium. La bandelette ainsi impr6gnee est placee au sommet d'un gel de 
polyacrylamide (concentration 10 % p/v) et les prolines sont soumises a une 
electrophordse de zone en presence de dod&yl sulfate de sodium. Les proteines sont 
ensuite revelees sur le gel de polyacrylamide par coloration argentique selon la 
technique decrite par T. Rabilloud et al (1998) (reference citee). 

30 1.2. Mesure d\x .str^s oxidant 

Des cellules humaines en culture (souche GM10) sont cultivees dans 
un milieu DMEM (Dubelcco's modified Eagles medium ). 

Deux heures avant la recolte des cellules, du ter/-butyl 
hydroperoxyde est ajoute dans le milieu k une concentration finale de 0,15 mM. Apres 

35 cette pSriode de deux heures, les cellules sont recoltees, lavees avec une solution 
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saline, puis lysees en presence de cholamidopropyl dimethyl ammonio propane 
sulfonate a 40 g/1, d'uree 420 g/1, de thiouree 150 g/1 et de dithiothr6itol 1,5 g/1. 

Le lysat cellulaire est ensuite analyse par electrophor&se 
bidimensionnelle selon la methode d6crite precedemment. 
5 La nature des proteines ayant les points iso&ectriques et masses 

moleculaires correspondant a ceux des peroxyredoxines (formes natives et acides) est 
confirmee par carte peptidique massique apres digestion a la trypsine des proteines 
separees sur le gel bidimensionnel. 

2. Resultats 

10 lis sont illustres a la figure 1 et a la figure 2. 

Lorsque les cellules ont 6t6 soumises & un stress oxydant, on observe 
une diminution des taches correspondant aux formes natives des difftrentes 
peroxyredoxines (IB figure lb et figure 2). 

Bien que la quantite totale de peroxyrddoxines reste globalement 
15 identique en Tabsence ou en presence d'un stress oxydant, le rapport entre les deux 
formes est augmente de maniere significative dans les cellules ayant ete soumises a n 
stress oxydant. 

Exemple 2 : Effet du stress oxydant sur la pcroxyr6doxine de globules rouges. 

20 1 . Materiel et methodes 

Des globules rouges humains sont suspendus dans 10 fois leur 
volume de milieu RPMI 1640 {Rockwell Park Memorial Institute) et le tert-bulyl 
hydroperoxyde est ajoute dans le milieu a une concentration finale de 0,3 mM. 

Apres deux heures d'incubation, les globules rouges sont separes du 
25 milieu reactionnel par centrifugation et rinc6s dans du tampon PBS salin (phosphate 
buffered saline). 

Finalement les proteines sont extraites et separees cornme decrit a 

Texemple 1.2. 

2, R6sultats 

30 lis sont illustrSs a la figure 3. 

Lorsque les hdmaties ont ete soumises a un stress oxydant, on 
observe une diminution de la tache correspondant a la forme native de la 
peroxyr&Joxine 1 (IB figures 3 A et 3B) et une augmentation de la tache correspondant 
k la forme acide de la peroxyr£doxine 1 (1 A figures 3A et 3B). 

35 
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Exemple 3 : Determination du rapport entre les formes acides et natives des 
peroxyredoxines au moyen d'un anticorps. 

1. Materiel et methodes 

Des proteines de cellules Jurkat en culture sont extraites et s£par6es 
5 comme decrit dans l'exemple 1 . 

Apres separation, les proteines sont transferees sur membrane de 
poly(difluorure de vinylidene). Cette membrane est ensuite mise en contact avec un 
anticorps polyclonal realise chez le lapin et dirige contre la peroxyredoxine 1, puis 
apres rin^age, avec un conjugue de peroxydase et de proteine A de Staphylococcus 
10 aureus. 

La peroxyredoxine 1 est detectee au moyen de I'activite 
enzymatique de la peroxydase. 

2. Resultats 

Us sont illustres a la figure 4. 

L'utilisation d'un anticorps apte a se lier a la fois a la forme active et 
a la forme acide de la peroxyredoxine 1 permet de quantifier la quantite de chacune 
des formes et de determiner le rapport entre les deux formes. 

Exemple 4 : Determination du rapport entre les formes acides et natives des 
peroxyredoxines apres un stress oxydant par Pantimycine A et mesure de Peffet 
d'un antioxydant, la phenylbutylnitrone. 

1. Materiel et methodes 

Des cellules Jurkat en culture sont cultivees pendant 24 heures dans 
un milieu RPMI 1640 contenant 26 jxM d'antimycine A, 300 \xM de 
phenylbutylnitrone. 

Finalement les proteines sont extraites et separees comme decrit a 

Fexemple 1.2. 

2. Resultats 

lis sont illustres a la figure 5. 

En presence d'un agent antioxydant, le rapport entre les formes 
acides et les formes natives des peroxyredoxines est diminue. 

L' ensemble de ces resultats montrent que la determination du 
rapport entre les formes acides et natives des peroxyredoxines permet de detecter de 
35 maniere simple et fiable la presence d'un stress oxydant et done d'etre utilise comme 
marqueur de la presence d'un desordre m6tabolique lie a un stress oxydant. 



25 
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REVINDICATIONS 

1. Formes acides purifiees des peroxyredoxines et les fragments de 
celles-ci, caracterisds en ce qu'ils comprennent, dans une region proche de leurs site 

5 actif, la sequence SEQ ED N° 2 suivante : 

Pro XI Asp Phe Thr X2 Val X4 X3 Thr Glu 

dans laquelle 

XI represente n'importe quel acide amine naturel, 

X2 represente un acide amine choisi dans le groupe constitue par la phenylalanine et la 
10 proline, 

X3 represente un acide amine choisi dans le groupe constitue par la proline et la 
threonine et 

X4 represente un acide cysteine sulfinique ou un acide cysteique (acide cysteine 
sulfonique), 
15 ainsi que leurs Equivalents fonctionnels. 

2. Formes acides purifiees selon la revendication 1, caracterisees en 
ce qu'elles sont issues de mammiferes humain ou non. 

3. Formes acides purifiees selon les revendications 1 ou 2, 
caracterisees en ce qu'elles ont choisies dans le groupe constitue par la TDX 1 

20 d'origine humaine (SEQ ID N° ID N° 3), TDX M d'origine humaine (SEQ ID N° 4), 
TDX N d'origine humaine (SEQ ID N° 5), AOP 2 d'origine humaine (SEQ ID N° 6) 
et TDX 2 d'origine humaine (SEQ ID N° 7), ainsi que leur fragments comprenant la 
SEQ ID N° 2. 

4. Anticorps immunosp6cifiques caract&ris6s en ce qu'ils sont dirigds 
25 contre les formes acides des peroxyredoxines selon la revendication I . 

5. Anticorps immunospecifiques, caract6ris6s en ce qu'ils sont 
diriges contre les formes acides des peroxyredoxines choisies dans le groupe constitue 
par les sequences SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3, SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5, 
SEQ ID N° 6 et SEQ ID N° 7. 

30 6. Anticorps selon la revendication 4 ou la revendication 5, 

caracteris6s en ce qu'ils sont choisis dans le groupe constitu6 par des anticorps 
polyclonaux et des anticorps monoclonaux. 

7. Reactif pour detecter et/ou doser des formes acides des 
peroxyredoxines, caracterise en ce qu'il comprend au moins un anticorps selon Vune 

35 quelconque des revendications 4 a 6. 

8. Proc6de pour detecter et/ou doser les formes acides des 
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peroxyredoxines, dans un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comprend une 
etape dans laauelle on met en contact r echantillon biologique avec un reactif selon la 
revendication 7 e t une etape dans laquelle on detecte une interaction specifique entre 
ledit reactif et les formes acides des peroxyredoxines presentes dans F echantillon. 

5 9. Precede pour detecter et/ou doser les formes acides des 

peroxyredoxines, dans un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comprend une 
etape dans laquelle on separe les formes acides et les formes natives des 
peroxyredoxines, suivant leur point isoelectrique, puis suivant leur poids moleculaire 
et une etape dans laquelle on detecte et/ou on dose lesdites formes acides presentes 

10 dans T echantillon. 

10. Procede pour detecter et/ou doser les formes acides des 
peroxyredoxines, selon la revendication 9, caracterise en ce que la separation des 
formes acides et des formes natives des peroxyredoxines, suivant leur point 
isoelectrique est realisee par focalisation isoelectrique. 

15 11. Procede pour detecter et/ou doser les formes acides des 

peroxyredoxines, selon les revendications 9 ou 10, caracterise en ce qu'il comprend en 
plus la detection des formes natives des peroxyredoxines et la determination du 
rapport entre les formes acides et les formes natives des peroxyredoxines. 

12. Procede pour detecter et/ou doser les formes acides des 
20 peroxyredoxines, selon la revendication 11, caracterise en ce que la detection et/ou le 

dosage des formes acides et natives des peroxyredoxines sont realises avec des 
anticorps capables de se lier a la fois a la forme native et a la forme acide, apres 
separation des deux formes. 

13. Procede pour detecter et/ou doser les formes acides des 
25 peroxyredoxines, selon la revendication 1 1, caracterise en ce que la detection et/ou le 

dosage des formes acides et natives des peroxyredoxines sont realises avec des 
anticorps specifiques de chaque forme. 

14. Procede de depistage d'un trouble metabolique lie au stress 
oxydant, caracterise en ce que Ton determine, in vitro dans un echantillon biologique, 

30 le rapport entre les formes acides et les forme natives des peroxyredoxines. 

15. Coffret ou trousse de diagnostic pour mettre en oeuvre le 
procede de depistage selon la revendication 14, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins un anticorps specifique des formes acides des peroxyredoxines et au moins un 
anticorps capable de se lier a la fois aux formes natives et aux formes acides des 

35 peroxyredoxines ou au moins un anticorps specifique des formes natives des 
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peroxyredoxines, des moyens de detection approprids et au moins un temoin constitue 
par un echantillon de reference. 

16. Methode pour selectionner in vitro, des composes aptes a 
stimuler la formation des formes acides des peroxyredoxines, caracterisee en ce 

5 qu'elle comprend : 

- la mise en contact des formes natives des peroxyredoxines avec un agent 
provoquant un stress oxydant, en presence ou en absence d'un compose susceptible de 
stimuler ladite formation, 

- le dosage des formes acides formdes, 

10 - eventuellement le dosage des formes natives des peroxyredoxines et la 

mesure du rapport entre les formes acides et les formes natives des peroxyredoxines. 

17. Methode pour selectionner in vitro, des composes aptes a inhiber 
la formation des formes acides des peroxyredoxines, caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

15 - la mise en contact des formes natives des peroxyredoxines avec un agent 

provoquant un stress oxydant, en presence ou en absence d'un compose susceptible 
d 'inhiber ladite formation, 

- le dosage des formes acides formees, 

- eventuellement le dosage des formes natives des peroxyredoxines et la 
20 mesure du rapport entre les formes acides et les formes natives des peroxyredoxines. 

18. Utilisation d'une molecule apte a stimuler la formation des 
formes acides des peroxyredoxines pour la preparation d'un medicament favorisant la 
mort cellulaire. 

19. Utilisation selon la revendication 18, caracterisee en ce que le 
25 medicament est un anticanc6reux ou est utilisable dans le traitement des maladies 

auto immunes. 

20. Utilisation d'une molecule apte k inhiber la formation des formes 
acides des peroxyredoxines pour la preparation d'un medicament inhibant la mort 
cellulaire. 

30 21. Utilisation selon la revendication 20, caracterisee en ce que le 

medicament est utile dans le traitement des troubles neurodegeneratifs. 



BNSDOCID: <FR 2788672A1J_> 



2798672 



-i/5- 




extrait cellulaire controle 



FIGURE la 




extrait cellulaire traite BHP 



FIGURE lb 



BNSDOCID: <FR 2798672A1_I_* 



2798672 



-27-5- 



on Z 
O 



ON 

o 
o 



o 



oo 



oo 
m 
o 

cT 



CO 

oo 
o 



o 



o 



CO 

o 
o 



o 
o 



o 



o 



NO 

CM 



O 



VO 

o 



s 



o 
cT 



OS 
CO 

o 



CM 



VN 

o 



I 

C 
— ^ 

x 

B 



X 



B 



B 



Q 



> 
c 

VO 



'§ 

VO 



BNSDOCID: <FR_ 



_2798672A1 J_> 



3/5 



2798672 




extrait cellulaire control^ 
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extrait cellulaire traite BHP 

FIGURE 3b 
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LISTE DE SEQUENCES 
<110> COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE 

<120> FORMES ACIDES DES PEROXYREDOXINES ET LEUR UTILISATION 
COMME MOYEN DE DIAGNOSTIC 

<130> S263FR57 

<140> 
<141> 

<160> 7 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> XI repr^sente n'importe quel acide amine naturel, 
X2 repr§sente Phe ou Pro, X3 repr£sente Pro ou Thr 

<400> 1 

Pro XI Asp Phe Thr X2 Val Cys X3 Thr Glu 
1 5 10 



<210> 2 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> XI repr^sente n'importe quel acide amine naturel, 
X2 represente Phe ou Pro, X3 repr6sente Pro ou Thr 
et X4 represente un acide sulfinique ou un acide 
cyst^ique 

<400> 2 

Pro XI Asp Phe Thr X2 Val X3 X4 Thr Glu 
15 10 



<210> 3 
<211> 198 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 3 

Met Ala Ser Gly Asn Ala Arg lie Gly Lys Pro Ala Pro Asp Phe Lys 
15 10 15 

Ala Thr Ala Val Val Asp Gly Ala Phe Lys Glu Val Lys Leu Ser Asp 
20 25 " 30 
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Tyr Lys Gly Lys Tyr Val Val Leu Phe Phe Tyr Pro Leu Asp Phe Thr 
35 40 45 

Phe Val Cys Pro Thr Glu lie lie Ala Phe Ser Asn Arg Ala Glu Asp 
50 55 60 

Phe Arg Lys Leu Gly Cys Glu Val Leu Gly Val Ser Val Asp Ser Gin 
65 70 75 80 

Phe Thr His Leu Ala Trp lie Asn Thr Pro Arg Lys Glu Gly Gly Leu 
85 90 95 

Gly Pro Leu Asn lie Pro Leu Leu Ala Asp Val Thr Arg Arg Leu Ser 
100 105 ' 110 

Glu Asp Tyr Gly Val Leu Lys Thr Asp Glu Gly lie Ala Tyr Arg Gly 
115 120 125 

Leu Phe lie lie Asp Gly Lys Gly Val Leu Arg Gin lie Thr Val Asn 
130 135 140 

Asp Leu Pro Val Gly Arg Ser Val Asp Glu Ala Leu Arg Leu Val Gin 
145 150 155 160 

Ala Phe Gin Tyr Thr Asp Glu His Gly Glu Val Cys Pro Ala Gly Trp 
165 170 175 

Lys Pro Gly Ser Asp Thr lie Lys Pro Asn Val Asp Asp Ser Lys Glu 
180 185 190 

Tyr Phe Ser Lys His Asn 
195 



<210> 4 
<211> 256 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 4 

Met Ala Ala Ala Val Gly Arg Leu Leu Arg Ala Ser Val Ala Arg His 
1 5 10 .15 

Val Ser Ala lie Pro Trp Gly lie Ser Ala Thr Ala Ala Leu Arg Pro 
20 25 30 

Ala Ala Cys Gly Arg Thr Ser Leu Thr Asn Leu Leu Cys Ser Gly Ser 
35 40 45 

Ser Gin Ala Lys Leu Phe Ser Thr Ser Ser Ser Cys His Ala Pro Ala 
50 55 60 

Val Thr Gin His Ala Pro Tyr Phe Lys Gly Thr Ala Val Val Asn Gly 
65 70 75 80 

Glu Phe Lys Asp Leu Ser Leu Asp Asp Phe Lys Gly Lys Tyr Leu Val 
85 90 95 

Leu Phe Phe Tyr Pro Leu Asp Phe Thr Phe Val Cys Pro Thr Glu lie 
100 105 110 
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Val Ala Phe Ser Asp Lys Ala Asn Glu Phe His Asp Val Asn Cys Glu 
115 120 ~ 125 

Val Val Ala Val Ser Val Asp Ser His Phe Ser His Leu Ala Trp He 
130 135 140 

Asn Thr Pro Arg Lys Asn Gly Gly Leu Gly His Met Asn He Ala Leu 
145 150 155 160 

Leu Ser Asp Leu Thr Lys Gin He Ser Arg Asp Tyr Gly Val Leu Leu 
165 170 175 

Glu Gly Ser Gly Leu Ala Leu Arg Gly Leu Phe He He Asp Pro Asn 
180 185 190 

Gly Val He Lys His Leu Ser Val Asn Asp Leu Pro Val Gly Arg Ser 
195 200 205 

Val Glu Glu Thr Leu Arg Leu Val Lys Ala Phe Gin Tyr Val Glu Thr 
210 215 220 

His Gly Glu Val Cys Pro Ala Asn Trp Thr Pro Asp Ser Pro Thr He 
225 230 235 240 

Lys Pro Ser Pro Ala Ala Ser Lys Glu Tyr Phe Gin Lys Val Asn Gin 
245 250 ' 255 



<210> 5 

<211> 271 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 

Met Glu Ala Leu Pro Leu Leu Ala Ala Thr Thr Pro Asp His Gly Arg 
1 5 10 15 

His Arg Arg Leu Leu Leu Leu Pro Leu Leu Leu Phe Leu Leu Pro Ala 
20 25 30 

Gly Ala Val Gin Gly Trp Glu Thr Glu Glu Arg Pro Arg Thr Arg Glu 
35 40 45 

Glu Glu Cys His Phe Tyr Ala Gly Gly Gin Val Tyr Pro Gly Glu Ala 
50 55 60 

Ser Arg Val Ser Val Ala Asp His Ser Leu His Leu Ser Lys Ala Lys 
65 70 75 80 

He Ser Lys Pro Ala Pro Tyr Trp Glu Gly Thr Ala Val He Asp Gly 
85 90 95 

Glu Phe Lys Glu Leu Lys Leu Thr Asp Tyr Arg Gly Lys Tyr Leu Val 
100 105 110 
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Phe Phe Phe Tyr Pro Leu Asp Phe Thr Phe Val Cys Pro Thr Glu He 
115 120 125 

He Ala Phe Gly Asp Arg Leu Glu Glu Phe Arg Ser He Asn Thr Glu 
130 ^ " 135 140 

Val Val Ala Cys Ser Val Asp Ser Gin Phe Thr His Leu Ala Trp He 
145 ' 150 155 160 

Asn Thr Pro Arg Arg Gin Gly Gly Leu Gly Pro He Arg lie Pro Leu 
165 170 175 

Leu Ser Asp Leu Thr His Gin He Ser Lys Asp Tyr Gly Val Tyr Leu 
180 185 190 

Glu Asp Ser Gly His Thr Leu Arg Gly Leu Phe He He Asp Asp Lys 
195 200 205 

Gly He Leu Arg Gin He Thr Leu Asn Asp Leu Pro Val Gly Arg Ser 
210 215 220 

Val Asp Glu Thr Leu Arg Leu Val Gin Ala Phe Gin Tyr Thr Asp Lys 
225 230 235 240 

His Gly Glu Val Cys Pro Ala Gly Trp Lys Pro Gly Ser Glu Thr lie 
245 250 255 

He Pro Asp Pro Ala Gly Lys Leu Lys Tyr Phe Asp Lys Leu Asn 
260 265 270 
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<210> 6 
<211> 223 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 6 

Pro Gly Gly Leu Leu Leu Gly Asp Val Ala Pro Asn Phe Glu Ala Asn 
15 10 15 

Thr Thr Val Gly Arg He Arg Phe His Asp Phe Leu Gly Asp Ser Trp 
20 25 30 

Gly He Leu Phe Ser His Pro Arg Asp Phe Thr Pro Val Cys Thr Thr 
35 40 45 

Glu Leu Gly Arg Ala Ala Lys Leu Ala Pro Glu Phe Ala Lys Arg Asn 
50 55 60 

Val Lys Leu He Ala Leu Ser He Asp Ser Val Glu Asp His Leu Ala 
65 70 75 80 

Trp Ser Lys Asp lie Asn Ala Tyr Asn Cys Glu Glu Pro Thr Glu Lys 
85 90 95 

Leu Pro Phe Pro lie lie Asp Asp Arg Asn Arg Glu Leu Ala He Leu 
100 105 110 

Leu Gly Met Leu Asp Pro Ala Glu Lys Asp Glu Lys Gly Met Pro Val 
115 120 125 
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Thr Ala Arg Val Val Phe Val Phe Gly Pro Asp Lys Lys Leu Lys Leu 
130 135 * 140 

Ser lie Leu Tyr Pro Ala Thr Thr Gly Arg Asn Phe Asp Glu He Leu 
145 150 155 160 

Arg Val Val He Ser Leu Gin Leu Thr Ala Glu Lys Arg Val Ala Thr 
165 170 175 

Pro Val Asp Trp Lys Asp Gly Asp Ser Val Met Val Leu Pro Thr He 
180 185 190 

Pro Glu Glu Glu Ala Lys Lys Leu Phe Pro Lys Gly Val Phe Thr Lys 
195 200 * 205 

Glu Leu Pro Ser Gly Lys Lys Tyr Leu Arg Tyr Thr Pro Glh Pro 
210 215 220 



<210> 7 
<211> 198 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 7 

Met Ser Ser Gly Asn Ala Lys He Gly His Pro Ala Pro Asn Phe Lys 
15 10 15 

Ala Thr Ala Val Met Pro Asp Gly Gin Phe Lys Asp lie Ser Leu Ser 
20 25 30 

Asp Tyr Lys Gly Lys Tyr Val Val Phe Phe Phe Tyr Pro Leu Asp Phe 
35 40 45 

Thr Phe Val Cys Pro Thr Glu He lie Ala Phe Ser Asp Arg Ala Glu 
50 55 . 60 

Glu Phe Lys Lys Leu Asn Cys Gin Val He Gly Ala Ser Val Asp Ser 
65 70 75 80 

His Phe Cys His Leu Ala Trp Val Asn Thr Pro Lys Lys Gin Gly Gly 
85 90 " * 95 

Leu Gly Pro Met Asn He Pro Leu Val Ser Asp Pro Lys Arg Thr lie 
100 105 110 

Ala Gin Asp Tyr Gly Val Leu Lys Ala Asp Glu Gly He Ser Phe Arg 
115 120 125 

Gly Leu Phe He He Asp Asp Lys Gly He Leu Arg Gin He Thr Val 
130 135 140 

Asn Asp Leu Pro Val Gly Arg Ser Val Asp Glu Thr Leu Arg Leu Gin 
145 150 155 160 

Ala Phe Gin Phe Thr Asp Lys His Gly Glu Val Cys Pro Ala Gly Trp 
165 170 ' 175 
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Lys Pro Gly Ser Asp Thr lie Lys Pro Asp Val Gin Lys Ser Lys Glu 
180 185 190 



Tyr Phe Ser Lys Gin Lys 
195 
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